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Eph 受体是酪氨酸激酶受体家族中 大的一组，Eph 及其配体 ephrin 构成一个非常庞大
的信号转导分子系统，调节包括细胞与细胞间相互作用，细胞迁移等多种细胞活动。这个家
族已经鉴定主要功能作用，是其在神经系统发育过程中在脑的布线（brain wiring）和神经
轴突的生长导向(axonal guidance)方面的作用。 因此, 它们也是神经导向分子（Neural 
guidance molecules）的一个重要家族。现有研究表明，神经导向分子也在生血管新生和肿瘤
发展过程中发挥重要的作用。虽然 Eph 受体/ephrin 配体家族的一些成员被报道与某些肿瘤的
生长和存活有关，其高调的表达通常与血管新生和肿瘤血管相关；但对该家族众多成员在这
方面的作用，尚缺乏系统研究的资料。我们通过荧光定量 RT-PCR 对实验室现存 28 种肿瘤细
胞系进行了分析，发现 Ephrin A4 配体在多种肿瘤细胞系中有较高的表达丰度，这还未见报
道。在对肝癌细胞系的 Ephrin A4 克隆中，发现了 Ephrin A4 配体的一个新的可溶性形式的亚
型，命名为 EA4D（Ephrin A4 subtype D）。半定量 RT-PCR 显示，在肝癌细胞中 EA4D 普遍
存在。在 293T 和 Hep3B 细胞中高量表达该蛋白，表明它可以明显的提高细胞的增殖。同时
用 EA4D 过量表达细胞的培养液制成的条件培养基，对脐带静脉内皮细胞（HUVEC）进行体
外培养，能够提高细胞的增殖，促进细胞迁移和体外成管。因此，本文的研究在肿瘤中发现


























The Eph receptors make up the largest subgroup of the receptor tyrosine kinase (RTK) family. 
Ephs and their ligands, ephrins, constitute a very large molecular system of signal transduction, 
which regulates a variety of biological activities, including cell- cell interaction and cell migration. 
The primarily function identified for this family is its role in brain wiring and axonal guidance for 
the development of the nervous system. Therefore, they constitute also an important family of 
neural guidance molecules. Existing research has showed that neural guidance molecules play also 
important roles in angiogenesis and tumor progression，and some members of Eph receptor and 
ephrin ligand families have been reported to play roles in tumorigenesis and metastatic potential as 
related to tumor growth and survival; and elevated Eph/ephrin expression is often associated with 
angiogenesis and tumor vasculature; there is not yet any systemic information on this aspect for 
most members of the big family. By applying the fluorescent quantitative RT-PCR technique, we 
analyzed 28 tumor cell lines and found that the ephrin A4 is abundantly expressed in a variety of 
tumor cell lines, which has not been reported elsewhere. In cloning the ephrin A4 from a 
hepatocellular carcinoma cell line, we discovered a new subtype of soluble form, we named it 
EA4D. Semi-quantitative RT-PCR showed the presence of the EA4D in all hepatocellular 
carcinoma cell lines examined. Over expressed the protein in 293T and Hep3B cells, we revealed 
that it can significantly increase the proliferation of tumor cells. Furthermore, EA4D-conditioned 
medium enabled also human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) to increase proliferation, 
migration and tubular formation. Therefore, this research has identified in a subtype of ephrin A4, 
and demonstrated that it may play an important role in tumor angiogenesis and tumor progression, 
offering a new target of research for liver cancer treatment. 
 























依据其结构的不同，Eph 受体与 Ephrin 配体家族可以分为 A 型和 B 型两个家族（图 1-1）。
在哺乳动物中，A 家族包含 9 个受体和 5 个配体，B 家族包含 5 个受体和 3 个配体。Ephrin A
配体家族通过在其 C 端表达的糖磷脂酰基醇区 GPI 定位在细胞膜上；Ephrin B 配体家族则包
含一个跨膜结构域，在细胞质内则包含一个保守的酪氨酸残基和 PDZ 结构域。Eph 受体在细
胞外主要是 Ephrin 结合结构域和由富含半胱氨酸结构域和 III 型纤维连接蛋白结构域组成；
在细胞内则据受体是否含有一个 PDZ 结构域而被分成 A 和 B 两个家族[2-5]。 
 
图 1-1 Eph 受体与 Ephrin 配体的结构图例与信号作用[6]。 
Fig. 1-1 Eph receptor and Ephrin domain structure and signaling interaction. 
Eph 受体基本上按照其结构上的不同与各自的家族配体进行结合而传递信号，但是也有
















荧光定量RT-PCR显示 Eph 受体与Ephrin 配体在人体组织与器官中广泛表达, 同时在不
同组织与器官中也存在着表达的差异性。Eph B6 在胸腺中高丰度表达。Eph A6，Eph A8 和
Eph B1 在人的脑与睾丸中表达量高。Eph A7 在肾脏的血管系统中高量表达。Ephrin A3 在肺
癌组织中比正常的肺组织有高达 26 倍的差异提高表达；在肿瘤中， Eph B2 在肝癌细胞中表
达有显著提高，而 Eph A8 在结肠癌中却比正常组织表达要低，Eph A1 和 Eph A8 在胶质母细
胞瘤中表达也下调了[7]。 
在前期实验中通过定量 RT-PCR 对实验室存在的肿瘤细胞系进行了系统的 Ephrin 配体表
达分析。发现 Ephrin A4 在所有的肿瘤细胞系中与相应的组织比较都有着较高的表达丰度。 
 Ephrin A4 目前已知有 A、B、C 三个亚型，其中 A、B 两个亚型 C 端含有 GPI 结构域，
属于膜蛋白，对于这两种亚型的功能目前研究的不多。在人的 B 淋巴细胞上发现的一个亚型
为分泌型蛋白（C 亚型），它通过与 Eph A2 作用而发挥功能，在人的扁桃体树突状细胞和活
化的 B 淋巴细胞间起着重要的作用[8]。 在 NIH3T3 成纤维细胞中，发现 Ephrin A4 能够作用
于 Eph A8 受体[9]。在患有慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者体内，研究发现分泌型的 Ephrin 
A4 亚型在血液中的过高表达，能够引起外周血淋巴细胞的增加和淋巴结肿大[10]。进一步研究
证明 Ephrin A4 与内皮细胞表达的 Eph A2 受体间的相互作用，是诱导 CLL 细胞通过血液进入
正常淋巴组织的重要调控通路[11]。但是在许多肿瘤中对于该基因的存在形式及其在形成中的
作用和机理目前还缺乏相应的研究报道。 
进一步在肝癌细胞中克隆该基因时发现了它的一个新的亚型，称之为 Ephrin A4 的 D 亚
型（EA4D）。通过蛋白质结构分析表明，这是一个缺少 GPI 区的蛋白，意味着它可以分泌到
细胞外。该新的亚型与经过活化的 B 淋巴细胞上发现的分泌型 Ephrin A4 C 亚型比较，在第
65 位氨基酸上存在着突变（G→W），第 149 至 164 位氨基酸缺失。 





本实验中采用以下技术用于研究 EA4D 蛋白的功能。 
PEG 法大量提取质粒： 
实验室采用 26% PEG8000 来纯化大量提取的质粒，由于不同浓度的 PEG8000 可以选择性沉
















改进的 PEI 法转染： 
主要选择 293T 细胞作为真核表达细胞，因为该细胞极易容易感染，同时实验室经过改进
的 PEI 转染法能够高效的达到转染的目的。PEI（polyethylenimine，聚乙烯亚胺）是一种线
性或枝状的高分子聚合物，1997 年 Baker 等人就发现借助于 PEI 可以把 DNA 携带在腺病毒
载体表明的负电荷区，而通过病毒感染细胞顺带把 DNA 也带进细胞内部。[12] 次年 Goula 等
人利用线性 PEI 分子转染 DNA 进入了老鼠的神经系统。[13] Backliwal 等人在 2008 年也介绍
了利用 25KD 线性 PEI 对 HEK-293 细胞进行高效转染的技术。[14] Rudolph 等人介绍通过支链
的 25KD PEI 可以比线性 PEI 更高的转染方法。[15] 但是由于支链 PEI 的细胞毒性明显高于线
性 PEI，所以目前很多实验室并不采用支链 PEI 作为转染介质。而实验室通过实验摸索，发










的作用。[17] 肿瘤在体内的生长到 100-200μm 时，其内部的增殖就要面临着缺少营养和养料
的威胁，如果想要继续扩大生长则必须要有新的血管形成进入肿瘤内部，以为其生长代谢提
供营养，而这一过程的发生受调控于许多分子间的相互作用。[18] 在 2004 年 Yuan L 等人在
nature 上发表文章首次正式了神经导向因子 Unc5B 能够在血管形成过程中调控血管的形态发
生。[19] 在随后的几年中，随着研究的深入发现神经导向因子在血管系统形成过程中起着非常
重要的作用，同样在肿瘤血管新生过程中，导向因子受体与配体间的作用同样至关重要。[20] 
内皮细胞在体外成管的实验 初是由 Folkman 于 1980 年发明的，他通过培养肿瘤细胞制
成的条件培养基在体外刺激内皮细胞，发现了内皮细胞可以如同在体内一样形成毛细血管，
而这一方法也成为研究某一因子对内皮细胞成管促进或抑制的经典实用操作。[21] 本实验主要
















Matrigel 是 BD 公司生产的一种由鼠的 Engelbreth-Holm-Swarm 细胞分泌表达的一种细胞
外基质，在 4℃时为液态，在室温状态下为固态。它可以模拟内皮细胞着床于细胞与组织中
的状态，使得内皮细胞在 matrigel 上互相铰链而形成管状网格结构。 




底部是一层通透性的 PC 膜，孔径为 8μm。通过把内皮细胞接种到小室中，小室镶嵌插入 24
孔板中培养。在小室下侧的 24 孔板中可以添加相应的条件培养基，从而通过 PC 膜的通透性，
富含某一因子的培养基可以通过 PC 膜渗透到小室上侧而影响内皮细胞的迁移。[24] 为了防止
内皮细胞过快从 PC 膜上迁移过去而掉入 24 孔板中，实验中通常会把小室的两侧包被上


















1. 质粒：pSectag2B、pcDNA3.1B 来自 invitrogen公司；pMD18T sample Vector、pDsRed2-C1 
购自 TaKaRa公司（生物医学研究院张晓坤教授赠予）；pEASY-B 购自Transgene公司；
pBobi, pBobi-GFP, PHR, pVSVG（韩家淮教授赠予）。 
2. 引物由广州英骏公司合成  
3. 限制性内切酶购自 fermentas 公司  
4. Vent Polymerase 购自 NEB 公司  
5. dNTP 购自 Takara 公司  
6. 凝胶回收试剂盒购自 TOYOBO公司  




11. NBS新生牛血清，杭州四季青公司  
12. 青霉素和链霉素双抗溶液：Hyclone公司产品  
13. 胰酶(1:250)消化液：Hyclone公司 
14. DMSO：Sigma公司产品  




18. Polybrene (10 mg/ml) ：CHEMICO公司产品  
19. Trizol：Invitrogen公司产品  
20. 反转录试剂盒，ToYoBo公司 

















23. Tris 缓冲盐，购自Amresco公司 
24. 丙烯酰胺：Sigma产品  
25. 甲叉双丙烯酰胺：Sigma产品  
26. 甘氨酸：Sigma产品  
27. 过硫酸铵(AP): Sigma产品  
28. 氧化型谷胱甘肽：Sigma产品  







1. 超净工作台(Thermo)  
2. 二氧化碳培养箱(The BARKER COMPANY)  
3. 奥林巴斯公司荧光显微镜  
4. 飞鸽牌低速离心机，sigma中速离心机，Berkman高速离心机 
5. 西门子公司低温冰箱  
6. 郑州长城科工贸有限公司HHS电热恒温水浴锅  
7. 德国MilliporeMilli-Q超纯水制备系统  
8. 液氮细胞冷冻贮存罐（CBS） 
9. 蒸汽压力灭菌器（HIRAYAMA） 
10. Bio-RAD MJ-mini realtime PCR仪  
11. PCR 仪，Bio-RAD公司 
12. 移液器：芬兰Labnet公司  
13. Panasonic微波炉  


























1. DMEM 基本培养基：1升用量如下，13.7g  DMEM 干粉、 3.7g  NaHCO3、 2.5g HEPES，
加入 800ml 超纯水，1 mol/L 的 NaOH 调节 pH 至 7.2，超净工作台内加入 10ml 100X
双抗溶液， 0.22μm 滤膜过滤。4℃ 储存备有。 
2. 10X胰酶：0.2% EDTA、0.5% Trypsin干粉，PBS溶解，调节pH至7.4，0.22μm滤膜过滤。 
3. PBS：137mmol/L NaCl、2.7mmol/L KCl、10mmol/LNa2HPO4、2mmol/L KHPO4，ddH2O
溶解，调节pH至7.4，高压湿热灭菌。 
4. P1：25ml 1mol/L Tris pH8.0、10ml 0.5mol/L EDTA pH8.0，补水至500ml，湿热灭菌，储
存于4℃。 
5. P2：NaOH 4g，SDS 5g，补水至500ml，常温保存。 
6. P3：KAc 147.21g，冰HAc 57.5ml，补水至500ml，湿热灭菌，4℃存储。 
7. 10mol/L NH4Ac：77g NH4Ac，补水至100ml，37℃温浴至颗粒全部溶解，0.22μm滤膜过
滤，室温保存。 
8. 26% PEG：11.7g NaCl，4g MgCl2·6H2O，26g PEG8000，补水至100ml，搅拌至全溶解，
过滤0.22μm滤膜，4℃储存。 
9. STE：10mmol/L Tris pH8.0，0.1mol/L NaCl，1mmol/L EDTA 补水至相应浓度，高压湿热
灭菌，存储于4℃。 
10. TE8.0：5ml 1mol/L Tris pH8.0，1ml 0.5mol/L EDTA，加超纯水定容至500ml，湿热灭菌，
分装后4℃储存。 
















12. 1×湿转缓冲液：64.875g Glycine，13.65g Tris base，加水补充至3L，加入900ml甲醇，补
水至4.5L。 
13. 10×TBST pH8.0：121g Tris base，292g NaCl，20ml Tween20，HCl调节pH至8.0，补水至
4L。  
14. 50×TAE：242g Tris base溶于700ml水中，加入100ml 0.5M EDTA pH8.0，57.1ml冰醋酸，
至充分溶解后用水定容至1L，室温储存。 




17. Tris/SDS分离胶缓冲液pH8.8：800ml去离子水溶解182g Tris base，用浓HCl调节pH至8.8，
加入4g SDS，充分溶解后定容至1L，高压灭菌，4℃储存。 
18. Tris/SDS浓缩胶缓冲液pH6.8：800ml去离子水溶解60.72g Tris base，用浓HCl调节pH至6.8，
加入4g SDS，充分溶解后定容至1L，高压灭菌，4℃储存。 
19. 10%过硫酸铵：将0.5g APS溶于5ml去离子水中，4℃避光保存。 
20. 100mg/ml 氨苄青霉素：取10g Amp溶于100ml去离子水中，过滤0.22μm滤膜，分装-20
℃储存。 
21. 10mg/ml 卡那霉素：取1g Kan溶于100ml去离子水中，分装-20℃储存。 
22. 20mg/ml X-gal：取2g X-gal溶于100ml 二甲基甲酰胺中，分装避光-20℃保存。 
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